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Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepriparate. 
III. Mitteilung. 
Von 
H. von Euler und Olof Svanberg. 
Uber die Reinigung unserer F-Praparate durch Dialyse. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1920.) 








In einer Reihe von Mitteilungen haben wir die Darstellung 
einiger von uns als F-Priparate bezeichneten Saccharase- 
lésungen sowie die mit diesen Lésungen ausgefiihrten Versuche, 
welche teils die Diffusionsgeschwindigkeit (Molekulargréfe) 
unter verschiedenen Bedingungen, teils die Vergiftungsreaktionen 

| und die damit im Zusammenhang stehenden Erscheinungen 
betrafen, veréffentlicht *)?)*)*)*)®). 

Die vorliegende Untersuchung betrifft die Frage, wie 

| weit sich unsere F-Priiparate durch Dialyse in diinnen 
Kollodiummembranen reinigen lassen, und in welcher Weise 
die chemische Zusammensetzung des Materials mit der Akti- FT 
vititsverbesserung Hand in Hand geht. Daf eine recht weit- | 
gehende Entfernung der stickstoffhaltigen Verunreinigungen 
der Saccharasepriiparate sich durch Dialyse leicht ausfiihren 





1) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920). 

*) Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. 110 (1920). 

3) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 8. 330 (1920). 

*) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd, 4, 8. 29 (1920). 

5) Euler und Svanberg, Arkiv fér Kemi Bd. 7, Nr. 27 (1920). if 

6) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 4 (1920). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 14 
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lat, ist schon friiher')*)*) vielfach beobachtet worden, ohne 
daB jedoch ein stickstoffreies Priparat dargestellt worden ist, 
und ebenso wurde noch nie untersucht, in wie hohem Grade 
der quantitativ immer iiberwiegende Bestandteil der Saccharase- 
lésungen, der Hefegummi, bei Versuchen dieser Art anwichst. 
Wir halten es fiir méglich, durch Verfolgung dieser Verhilt- 
nisse zuletzt die Entscheidung treffen zu kénnen, ob in das 
Rohrzucker-spaltende Enzym Kohlehydrate bzw. héhere Kohle- 
hydratreste wirklich zu einem betrichtlichen Grade eingehen‘), 
oder aber ob andere Grundsubstanzen als Triger des hohen 
Molekulargewichts der Saccharase vorausgesetzt werden miissen. 


Experimentelle Vorbemerkungen. 


Um die Unterschiede zwischen den Diffusionsgeschwin- 
digkeiten des Enzyms und der Stickstoffsubstanzen in unseren 
Enzymlésungen zahlenmifig feststellen zu kénnen, wurden 
zuerst einige Versuche iiber die freie Diffusion der Lésung 
3Fa5 gegen reines Wasser angestellt. Die dazu verwen- 
deten Apparate, sog. vierschichtige Plattenapparate, waren 
aus plangeschliffenen Messingplatten hergestellt und in einem 
massiven Holzsockel einmontiert. Die Schichthéhe betrug 
fast genau 10 mm, das Volumen war etwa 25 ccm pro 
Schicht. Die Figur zeigt eine Modifikation dieser Apparate 
im Durchschnitt. Die drei oberen Schichten waren, wie aus 
der Figur hervorgeht, zu einer einzigen vereinigt, die gegen 
die Bodenplatte nach sparsamer Schmierung sanft verschieb- 
bar war. Es ist also ein vereinfachtes Modell der von uns 
friiher zur Ermittlung der Diffusionsgeschwindigkeit der Sac- 





1) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 335 (1911). 

*) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 269 (1919). 

5) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920). 

*) Siehe hierzu Euler und Fodor, Diese Zeitschr. Bd. 72, S, 339 
(1911). Die daselbst einleitungsweise geiuBerte Vermutung iiber die 
chemische Verwandtschaft zwischen Saccharase und Hefegummi lat 
sich immer noch aufrecht erhalten. 
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charase benutzten Vierschichts-Glasapparate'). Die Diffusions- 
versuche wurden unter Einhaltung derselben Vorsichtsmaf- 
regeln und in demselben Kellerraum wie in der genannten 
Untersuchung ausgefiihrt. 

Die Dialyseversuche wurden mit diinnen Kollodiummem- 
branen ausgefiihrt, welche aus einer Mischung von einem Teil 
kauflichen Kollodiums und etwa zwei Teilen Ather in Reagenz- 
réhren von 7 cm Linge und 2 cm Diameter hergestellt worden 
waren. Die so erhaltenen Membranen faften 10—16 ccm 
Enzymlésung. Es kamen nur frisch hergestellte Membrane 
zur Verwendung. Sie wurden oben mit Korkstopfen versehen, 
der Verschluf wurde mit einem aus einem Paragummischlauch 












































hergestellten Gummiring gedichtet; nach der Anbringung des 
Gummiringes wurden der Kork und die Membran oberhalb 
des Ringes mit dickem Asphaltlack gleichmiafiig iiberzogen 
und die nun fertigen Dialysatoren in destilliertes Wasser ein- 
gehingt, wobei zu vermeiden war, dafi der Lack mit dem 
Wasser in Beriihrung kam, ehe er ganz trocken war. Die 
Membranen fiillten sich innerhalb weniger Stunden ganz prall 
mit Wasser an, und nur in zwei Fallen mufite ein Schlauch 
wegen Ausbleibens dieser Erscheinung als verdichtig ver- 
worfen werden. Beim Abbrechen der Dialysen wurden die 
Schlauche abgetrocknet und zerschnitten. Um einen Begriff 
von der Durchlassigkeit der verwendeten Dialysatoren fiir 
niedrigmolekulare Substanzen zu geben, wurde eine Versuchs- 





1) Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. 110 (1920). 
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reihe mit Rohrzuckerlésung ausgefiihrt. Es wurden fiinf Mem- 
brane in der oben beschriebenen Weise mit einer 8°/,igen 
Rohrzuckerlésung beschickt und in einen mit etwa 3 Liter 
dest. Wasser (also einem groBen UberschuB) zur Hilfte ge- 
fiillten Glaszylinder eingehaingt; die Konzentrationsschlieren 
flossen schnell zum Boden des Zylinders. Von Zeit zu Zeit 
wurde ein Schlauch herausgenommen und untersucht. Die 
folgende Tabelle gibt die nach verschiedenen Diffusionszeiten 
im 1 dm-Rohr erhaltenen polarimetrischen Ablesungen (10 cem 
der Proben wurden mit 10 ccm 5°/,iger Sodalésung gemischt). 
In dem letzten Stabe sind die nach der logarithmischen Formel 
1 2,63 


k = = - log 


berechneten Werte von k angegeben worden. 








Minuten | Drehung k - 10° 
t O 
0 2,63 (79, extrapoliert) 

30 1,60 72 
60 1,05 67 
90 0,68 65 

120 0,58 5D 

240 0,18 








Die Stickstoffbestimmungen in dieser Arbeit wurden simt- 
lich nach der Mikro-KjeldahImethode Bangs ausgefiihrt, 
wobei dieselben Reagenzkonzentrationen und Proportionen an- 
gewendet wurden, wie von Hedelius in einer friiheren Mit- 
teilung aus dem hiesigen Laboratorium angegeben worden ist.') 
Die Lésungen wurden aufs neve mit Kahlbaums reinstem 
Ammoniumsulfat mit den in Betracht kommenden Stickstoff- 
mengen (zwischen 0,5 und 2,4 mg N) genau kalibriert. In den 
besonders stickstoffarmen Proben, wo etwa 100 mg Trocken- 


1) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd, 109, S. 89 (1920). 
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substanz verbrannt werden mufite, wurde die Verbrennung mit 
1'/, com Schwefelsiure unter Zusatz von 1 ccm Kupfersulfat- 
lésung ausgefiihrt. In den iibrigen Fallen wie friiher 1 ccm 
H,SO, + 0,5 ccm Bertrand-Lésung I. Die Verbrennung 
nahm etwa 2—4 Stunden in Anspruch. 


Die Zuckeranalysen wurden nach Bertrand ausgefiihrt. 
Neben der Titerstellung des Permanganats gegen Oxalat wurde 
die Methode noch gegen reine Glukose (20, 30, 40 und 50 mg 
Glukose) genau eingestellt. 


Die héheren Kohlehydrate (der Hefegummi) der Saccharase- 
lésungen wurden durch Hydrolyse mit 5°/,iger Schwefelsaure 
| in Hexosen iibergefiihrt. 5 ccm der Proben wurden in einem 
7 50 cem Mefikolben mit 15 cem dest. Wasser und 1 cem konz. 
ie Schwefelsiiure gemischt, nach 5-stiindiger Hydrolyse in sie- Hi 
dendem Wasserbad zur Marke verdiinnt und 15 ccm der so | 
erhaltenen Lésung in drei Proben nach Bertrand analysiert. 


Die Inversionsversuche wurden in der von uns schon 
friiher beschriebenen Weise ausgefiihrt. Die Lésungen wurden 
so bereitet, da bei der Inversion aufer dem Enzym in 60 ccm 
der Lésung 4,8 g Rohrzucker und 0,4 g prim. Kaliumphosphat 
vorhanden waren. Von Zeit zu Zeit wurden Proben von 10 ccm 
mit 10 eem 5°/,iger Sodalésung vermischt und _polarisiert. | 
Die Inversionsversuche wurden bei 18—18,5° ausgefiihrt. Die 
Drehungen sowie die daraus nach der Formel | 





Er. wad 
aa 4 _— F —_____ i 
k=: 16 ; log a | | 
: berechneten Werte der Inversionskonstanten sind in den Bei- t 


lagen zusammengefaBbt worden. 


Versuchsergebnisse. 


Zuerst sollen diejenigen Lésungen, welche in dieser Ar- 
beit zur weiteren Untersuchung kamen, hier definiert werden. 
Es werden in der folgenden Tabelle die in Betracht kommen- 
den Analysenresultate und Konstanten zusammengefafit. 


ee 
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per og pas Gehalt des Trocken- 
my. | gewic ewichts an 
Laue | faversions.| 2° | TE | iin | ayes 
Liésung , Hexosen 
konstante ° 
k - 104 in “le (nach Hydro- N 
lyse) 
3Fa3 655 4,35 7,2 | 6,4 74,8 4,05 
3Fa4 730 4,95 7,1 6,5 — — 
3Fa5d 1440 10,65 6,5 I — 3,55 
3F a6 1410 10,9 6,2 | 7,45" — — 
(3 F 5) — — — — 69 4,53 
(3 Fa 2) — — — — 7 4,15 
Diffasionsversuche. 
Versuch 1. 


Urspriingliche Lésung: 3 F 5. 
Diffusionszeit: 6,84 Tage. 
Temperatur: 11,9—12,0°, 

Hohe der Bodenschicht: 10 mm. 


Saccharase: 


1 ccm der Bodenschicht gibt die Inversionskonstante: 935 (Beil. 1), 


10 ccm der oberen Schicht geben die " 
Dies entspricht 

in der unteren Schicht: 

in den drei oberen Schichten 


69,6°/, der Gesamtsaccharase, 


° 0/ 
zusammen: 30,4°/, , ‘ 
Trockengewicht : 
in der unteren Schicht: 40 “le 
in der oberen Schicht: 1,35°,. 


Dies entspricht 
in der unteren Schicht: 
in den drei oberen Schichten 
zusammen: 36°, , . 


64°/, der Gesamttrockensubstanz, 





Stickstoff: 
0,5 ccm der Bodenschicht enthalt: 0,928 mg N, 
1 ccm der oberen Schicht , : 0,616 mgN. 
Dies entspricht 
in der unteren Schicht: 
in den drei oberen Schichten 
zusammen: 49,9°/, , 


50,1°/, des Totalstickstoffes, 


: 1364 (Beil. 2). 


ope ERMEP IS 
De a chs nee: atte 
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Btickstoffgehalt des Trockengewichtes: 
Vor der Diffusion: 3,55°/). 
Nach der Diffusion 
in der Bodenschicht: 2,50°/,, 
in der oberen Schicht: 4,50°/,. 





Versuch 2. 


Urspriingliche Lésung: 3 F 5. 
Diffusionszeit: 6,79 Tage. 
Temperatur: 11,6—12,2°. 

Héhe der Bodenschicht: 10 mm. 








Saccharase: 
1 ccm der Bodenschicht gibt die Inversionskonstante: 919 (Beil. 3), 
10 ccm der oberen Schicht geben die ‘4 : 1368 (Beil. 4). 
Dies entspricht 
in der unteren Schicht: 69,1°/, der Gesamtsaccharase, 
in den drei oberen Schichten a 
zusammen: 30,9°/, , ; 
Trockengewicht: 
in der unteren Schicht: 7,20°/,, 
in der oberen Schicht: 1,36 °/,. 
Dies entspricht 
in der unteren Schicht: 63,8°/, der Gesamttrockensubstanz, a 
. in den drei oberen Schichten 
u zusammen: 36,2°/, , - 
: Stickstoff: 


0,5 com der Bodenschicht enthalt: 0,94 mg N, : 
1 ccm der oberen Schicht » : 0,66 mg N. 4 
Dies entspricht f 
in der unteren Schicht: 48,7°/, des Totalstickstoffes, i 
in den drei oberen Schichten a 


shah Si aches 3 RON ISS 





zusammen: 51,3°/, , : iT 
Stickstoffgehalt des Trockengewichtes at 
anfangs: 3,99 °/,, o} 


in der Bodenschicht: 2,61°/,, | 
in der oberen Schicht: 4,85°/,. | 





Durch die Diffusionsversuche ist also eine gewisse Schei- 
dung des Materiales in mehr und in weniger saccharasehaltige | 
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Fraktionen erreicht worden, die Aktivititsverbesserung pro g 
Trockengewicht ist indessen, wie durch den Vergleich der 
Diffusionsgeschwindigkeiten der Saccharase und der Trocken- 
substanz hervorgeht, recht unbedeutend. Kine schirfere 
t | Trennung sowohl hinsichtlich der Aktivitatsverbesserung als : 
fan | der Entfernung der Stickstoffsubstanzen erweist sich mittels E 
wa der Dialyse durchfiihrbar. | 


Dialyseversuche. 


Die erste Dialysefraktion. 











Dia- 
Nr. 
lysezeit Anzahl _ | Ena. k- 104 Trocken- q °/, N des ” . 
in | Schlau- mae | | pei | gewiont | It sain Trocken- cn 
Stun- | che ofumen ccm wend 9 ~ "| gewichts : 
den g 
8Fa8 | i 
19 4 40 58 13876] 5 | 2,25 | 80]5,8] 1,78 
18 4 40 | 59 | 379] 6 | 2,26 | 8,05] 5,75] 1,86 
18 4 40 | 60 | 296] 7 1,92 | 7,4 | 6,25 
22 8 80 | 46 | 3844] 8 | 2,22 | 7,43] 6,2] 1,88 
2 | 4 40 | 63 | 817] 9 
19 4 40 | 61 
23 230 | 347 é 
8Fadu.5. 4 
25 g 80 «188 | 
8FaD1 485 | 424] 10 | 261 |7,80)5,92] 1,93 | 85,3 fF 





























(Die Farbe der urspriinglich gelb gefirbten Saccharaselésungen ver- 
schwand bei der Dialyse beinahe vollstandig.) 


Durch Vergleich dieser Zahlen (Dialyse 1—6) mit dem 

Saccharasegehalt der undiffundierten Lésung 3 F a 3 finden 
ae wir, da} bei der Diffusion zwischen 10 und 20°/, der Saccha- 
rase verloren geht (vgl. S. 180). Das gleiche Ergebnis wurde 

schon friiher gefunden und dahin gedeutet, daf} die diinnen 
Kollodiummembranen bei dieser Anordnung des Versuchs fiir 

das Enzym durchlissig sind'). Wir kénnen diese Deutung 





1) Svanberg, loc. cit. 
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nunmehr berichtigen infolge des Ausgangs des folgenden 
Versuchs: 
1 Schlauch, Dialyse gegen konstantes fuferes Volumen. 
Innenfliissigkeit “ vor der Dialyse: 10 ccm 3 Fa 3, 


- nach , » : 14 ccm. 
AuBere Fliissigkeit , , » : 61 com. 








ik. Voo | BE 
lumen der 
Beil. 





Vor der Dialyse: 1 ccm der Innenfliissigkeit gibt k-10*—655 | 0,655] 11 





Nach , , them, : » k-10*=371 | 0,520] 12 
“ Verlust: |20,5°/, 
os Nach der Dialyse: 25ccmd. AuBenflissigkeit gibtk-10‘'= 9 13 
: ae » : lecm der Innenfliissigkeit 








+ 25 ccm der Aufenfliissigkeit gibt k -10*—=364 14 bi 


Aus diesen Zahlen ersehen wir 


1. daf§ der Enzymverlust nicht eine Durchlissigkeit der 
Membran fiir das Enzym voraussetzt, denn in der 
Aufenschicht wird nur sehr geringe Saccharasewir- 
kung wiedergefunden, 

. daB er auch nicht auf der Dialysierbarkeit eines 
Co-Enzyms beruht, denn die iufiere Fliissigkeit akti- 
viert die innere Enzymlésung nicht. 


bo 





Durch die erste Dialyse ist also der Stickstoffgehalt der : 
E Trockensubstanz von 4 bis 1,9°/, gesunken, wihrend der Kohle- 
hydratgehalt gleichzeitig von 74,8 bis 85,3°/, (nach der Hydro- 
: lyse, als Glukose berechnet) angestiegen ist. Die Wirksamkeit 
pro g Trockengewicht ist gleichzeitig von 6,5 bis 5,9 Minuten 
: verbessert. 4 
: Wie weit die niedrigmolekularen Substanzen aus der 
; Enzymliésung schon entfernt worden sind, zeigt die folgende 


Ep tee 


Gefrierpunktsbestimmung 


an der Lisung 3 F 4 D1: Die Gefrierpunktserniedrigung 
betrug 0,03°. 

Hieraus berechnet sich aus der Konzentration der Lésung 

(2,61°/,) ein mittleres Molekulargewicht der in der Enzym- 
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lésung vorhandenen Stoffe von M = 1600; oder wenn wir 
annehmen, daf} die Gefrierpunktserniedrigung durch eine Spur 
Salze des Molgewichts 50 bewirkt wird, wiirden diese nur 
etwa 0,08°/, der Trockensubstanz der Lésung ausmachen. 


Die zweite Dialysefraktion. 








. | An- k- 10] Nt: | procken- leN | oy 
ly A zah] | Anfangs- | End- der n If +O} des a 
wr Schliu- eine Min. | Trocken- ‘4 
in Volumen 2 ccm | rave of, ; : xosen 
Tagen| che ag gewichts 





8FaD1 |8FaD2,1 
3 8 96,5 121 | 587] 15] 1,71 |8,24]5,6 | 1,75 | 92,3 


8FaD 2,2 
4 15 196 246 | 661] 16] 1,84 |8,60]5,37] 1,70 | 91,7 
































Durch die zweite Dialyse hat sich das Verhiltnis Stick- 
stoff/Kohlehydrate also noch weiter verschoben. Der Stickstoff- 
gehalt ist némlich von 1,9 bis 1,7 °/, gesunken, die Hexosen 
von 85 bis 92°/, gestiegen. 


In den Hydrolyseprodukten des Priparats 3F « D 2,1 wurde 
mit der Resorcin- bzw. der Phloroglucinsalzsiureprobe nach 
Fruktose und Pentosen gesucht. Hierbei wurde festgestellt: 


1. daf} nur etwa 1/2—1 °/, des Totalzuckers aus Fruktose 
bestehen kann, 

2. wegen einer beim Sieden entstehenden Gelbfairbung 
konnten Pentosen auch nicht mit Sicherheit vdllig aus- 
geschlossen werden. Jedenfalls machen sie keinen er- 
heblichen Bestandteil der Hydrolyseprodukte unserer 
Enzymlésung aus. 


Diese Befunde stehen damit im Einklang, daf nach den 
Polarisationsversuchen (siehe unten) die optische Drehung der 
Saccharaselésungen véllig mit den aus den Zuckeranalysen be- 
rechneten Hefegummigehalten iibereinstimmen. In dem Hefe- 
gummi sind namlich keine Pentosen- und Fruktosegruppen 
nachgewiesen worden. 
















Die dritte Dialysefraktion. 
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Dia- Nr 0, N 
? ° ‘ = 0 0 

lyse Anzahl Anfange- | End- kK - 104 ren proenen +01 des /o 
zeit |Schliu- . | gewicht | If. | _- He- 

in che Volumen 2 ecm _ o/ Min, |Trockea- xosen 

Tagen lage 0 gewichts 
8FaD2,1\38FaD3,1 
5 8 97 105 474 117] 1,43 [8,55] 54] 1,58 191,2 





























Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, sind wir nun prak- 
tisch zu einer Grenze der Reinigung unserer F-Priparate 
durch Dialyse gekommen. 
hat sich durch die dritte, 5-tigige Dialyse nur ganz unbe- 
deutend geindert. 


Polarisationsmessungen. 


Die Zusammensetzung der Lisung 


Der Hefegummi besitzt ein recht betrachtliches Drehungs- 
vermégen')*), so daf} es méglich ist, auch in den verdiinnten 
Saccharaselésungen den Hefegummigehalt ziemlich genau in 
dieser Weise zu ermitteln. 











Davon | Hefegummi- Hefegummi- 
Trocken- gehalt Drehung gehalt 

‘ : Hexose der Lisung : der Lisung 

Lisung gewicht | im ber. nach 
nach nach der ‘ 
7, Reduktion }|5-cm-Rohr | [a] . = 0,89 
| Hydrolyse oF, Oo! 

3F a2 4,6 73 3,02 1,45 3,26 
3F«aD1 2,61 85,3 2,00 0,97 2,18 
3FaD2,2 1,84 91,7 1,52 0,685 1,54 
3FaD3,1 1,48 91,2 1,17 0,50 1,12 

















Kin weiterer Versuch wurde ausgefiihrt um festzustellen, 


ob mit der Hitzeinaktivierung des Enzyms eine merkbare Ver- 
inderung des Drehungsvermégens der Saccharaselésungen ver- 





") Meigen und Spreng, Diese Zeitschr. Bd. 55, S. 48 (1908). — 


Daselbst altere Literatur. 


*) Euler und Fodor, Diese Zeitschr. Bd. 72, 8. 339 (1911). 
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kniipft sei. Es wurde die Liésung 3F a 2 untersucht und es 
wurden folgende Drehungen beobachtet: 
vor der Hitzeinaktivierung . . . . . 1,45° (5-cm-Rohr) 


nach , ~ (1 Stunde im 
Wasserbad bei 65°)'). . . . . . 1,489 


Es ist also der wirklich beobachtete Polarisationsriickgang 
sehr klein. 


Zusammenfassung. 


Es wurden einige unserer F-Liésungen der fraktionierten 
Dialyse (Kollodiummembran) unterworfen. Die Zusammen- 
setzung der Lésungen hat sich in folgender Weise ver- 
indert : 














0/ + 90 
/0 0/ T 
Hexosen /o N. a. Min. 
Vor der Dialyse. . . 74,8 4 7,2 6,4 
Ss Se 85,3 1,9 7,8 5,9 
| S| 92 Oe 8,4 2,0 
| 91 1,6 8,55 5,4 














Der Kohlehydratgehalt der Trockensubstanz steigt also bis 
zu einer gewissen Grenze stark an, bleibt aber stehen, ehe 
ein solcher Wert erreicht worden ist, dafi hiermit ein Beweis 
fiir die Annahme erbracht werden konnte, daf} das Enzym 
wirklich zu einem wesentlichen Grade aus Kohlehydratgruppen 
besteht. 

Das Kohlehydrat der Enzymlésung besteht zum wesent- 
lichsten aus dem seit Schiitzenberger und Béchamp von 
zahlreichen Forschern beschriebenen Hefegummi?). In welchem 
Verhiltnis dieser Hefegummi zur Saccharase steht, ist noch 
nicht aufgeklart. 

In einer friiheren Arbeit war es dem einen von uns ge- 


1) Die Saccharasewirkung wird dabei vollstiindig aufgehoben. Vel. 
Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 108, 8. 64 (1919). 

*) Literatur bei Meigen und Spreng, Diese Zeitschr, Bd. 55, 8. 48 
(1908) und Euler und Fodor l.c. 
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lungen, eine Saccharaselésung darzustellen, die noch drmer an 
Stickstoff war als das beste in der vorliegenden Untersuchung 
erhaltene Praparat (1,0—1,2 °/, N bei einer Aktivitét von 
5 Minuten)'). Dafi der Stickstoffgehalt hier ein wenig héher 
stehen blieb, erklart sich damit, dafi es sich hier um die Ver- 
arbeitung der letzten Saccharasefraktionen des Materiales han- 
delt, die offenbar etwas reicher an hdher molekularen Ver- 
unreinigungen sind. 

Es wurde eine Stiitze dafiir geliefert, daB die Saccharase- 
wirkung nicht an die Gegenwart irgend eines Co-Enzymes ge- 
bunden ist. 











Beilagen. 
Nr. der Minuten | Drehung| k Bemerk 
eles g emerkungen. 
Diffusionsversuche 
Versuch 1. 
] 0 2.65 
3 0,98 910 | 1 ccm der Bodenschicht 
4 0,59 930 
5 0,25 964 | Mittel: 935 
2 3 0,46 1370 | 10 ccm der oberen Schicht 
4 0,09 1363 
5 —0,19 1358 | Mittel: 1364 
Versuch 2. 
3 3 0,99 900 | 1 ccm der Bodenschicht 
4 0,61 915 |. 
5 0,28 942 | Mittel: 919 
4 3 0,50 1327 | 10 ccm der oberen Schicht 
4 0,07 1385 
D —0,21 1392 | Mittel: 1368 
Dialyseversuche 
Erste Fraktion. 
5 4 1,62 870 | 1 cem 3F a3, D1,1 
6 1,21 373 
8 0,83 385 | Mittel: 376 














*) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, 8. 65 (1920). 
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Nr. der 
Beilage 


Minuten 


Drehung 





Bemerkungen. 





10 


11 


12 


13 


14 





CD > CO o> CO o> 


CO o> > 


00 o> CO > He Od Ot 


COD > 














1 ccm 


Mittel: 


1 ccm 


Mittel: 


1 ccm 


Mittel: 


1 ccm 


Mitte): 


1 ccm 


Mittel: 


1 ccm 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


3Fa3, D1,2 
379 


38F «3, D1,3 
296 


3Fa3, D1,4 
344 


3Fa3, D1,5 
317 


3Fa, Dl 
424 


8Fa3 
655 


371 


364 
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A Minuten | Drehung | k Bemerkungen. 

g Zweite Fraktion. 
3 15 4 1,20 | 565 | 2 ccm 8Fa, D21 

5 0.89 | 588 

E 6 0,62 607 | Mittel: 587 

16 4 1,03 655 | 2 ccm 3Fa, D2,2 

: 5 0,73 668 

’ 6 0,52 655 | Mittel: 661 

4 Dritte Fraktion. 
Pi 17 4 1,37 480 | 2 com 3Fa, D3, 1 

5 5 1,15 | 472 

6 Mittel: 474 
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Diffusionsversuche an hochaktiven Saccharasepraparaten. 
Von 
H. v. Euler, A. Hedelius und 0. Svanberg. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 17, Mai 1920.) 








Eine Reihe bemerkenswerter Tatsachen deutet darauf 
hin, daf} viele, besonders hydrolysierende, Enzyme den Kol- 
loiden zuzuzihlen sind. Dem Verlauf der Enzymreaktionen 
zufolge wire eine solche Annahme allerdings nicht erforder- 
lich, vielmehr wiirde sich die enzymatische Reaktionskinetik 
sehr wohl mit der Annahme vereinbaren lassen, daf} die 
hydrolysierenden Enzyme sich als Katalysatoren von mittlerem 
Molekulargewicht im Reaktionsgemisch echt gelést befinden. 

Es fragt sich hiernach, ob der kolloidale Zustand etwas 
fiir das Enzym Charakteristisches ist, auf Grund einer sehr 
groBen Zahl verschiedener Atomgruppen, etwa wie bei kom- 
plizierten Eiweifikérpern, oder ob Enzyme Molekularaggre- 
gate bilden, welche aus einer grofien Zahl von miteinander 
identischen Teilmolekiilen bestehen. 

Beide Typen von Kolloiden sind ja bekannt. 

Wire letzteres der Fall, so kénnte man erwarten, da 
gerade der hochdisperse Anteil des Enzyms der wirksamste ist. 

Diese prinzipiell wichtige Frage haben wir versucht, 
durch neue Diffusionsversuche') an unseren weitgehend gerei- 
nigten Saccharaselésungen zu beantworten, indem wir bei der 





1) Vgl. die alteren Diffusionsversuche an Saccharase von Euler und 
Kullberg, Diese Zeitschr, Bd. 73, 8. 335 (1911). Daselbst Bemerkungen 
zu den Versuchen von R. O. Herzog, Zeitschr. f. Elektrochem. Bd. 13, 
S. 533 (1907). 
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Diffusion diejenigen Bedingungen herstellten, welche geeignet 
waren, das Enzym in seiner einfachsten Molekularform zur 
Erscheinung zu bringen. Wir haben also — mit anderen 
Worten — Anhaltspunkte fiir die untere Grenze des Mole- 
kulargewichts der Saccharase gesucht. 

Offenbar bildet die Messung der Diffusionsgeschwindigkeit 
hier die zweckmifjigste Methode. Wir brauchen nur zu er- 
wihnen, dafi die Gefrierpunktserniedrigung unserer Saccha- 
raselésung 0,02—0,03° betrigt, um klarzumachen, dai die- 
jenigen Methoden, durch welche die Summe der osmotischen 
Partialdrucke aller gelésten Substanzen bestimmt wird, hier 
nicht zum Ziel fiihren. 

Die Methode der Molekulargewichtsbestimmung aus der 
GréBe der Diffusionskonstanten liefert zwar ohne weiteres 
durchaus nicht allgemein brauchbare Resultate. Gerade bei 
héher molekularen Stoffen von amphoterem Charakter sind 
Molekularverbindungen sehr hiufig, und so liegt z. B. bei 
wenig gereinigten Enzymlésungen die Vermutung sehr nahe, 
daf} die Enzymmolekiile gemeinschaftlich mit Eiweifikérpern 
diffundieren, und daf} der beobachtete Diffusionskoeffizient 
also nicht der des Enzyms, sondern derjenige der Enzymeiweif- 
verbindung ist, so daf§ ein zu hohes Molekulargewicht fiir das 
Enzym gefunden wiirde. 

Will man also aus Diffusionsmessungen einigermafien 
bindende Schliisse iiber die Molekulargréfe einer Substanz 
ziehen, so ist zunichst eine méglichst weitgehende Reinigung 
der Lésung erforderlich. Ferner aber wird man sich iiber- 
zeugen miissen, inwieweit der Diffusionskoeffizient vom zu- 
falligen Lésungszustand der untersuchten Substanz abhingig ist. 

Was dann die Berechnung der Molekulargréfe ‘aus dem 
Diffusionskoeffizienten betrifft, so ist daran zu erinnern, dafi 


die Beziehung) D. V M = konst. zuniichst eine empirische ist. 
Dieselbe gilt zwar’) bis zu Molekulargewichten von etwa 500 


a 


1) Euler, Wied. Ann., Jubelband 8. 273 (1897). 

2) Oholm, Medd. Nobel Inst. Bd. 2, Nr. 23 (1912). — Uber die 
Anwendung der Einsteinschen Formel siehe auch Euler, Chemie d. 
Enzyme, 2. Aufl. 1920, S. 75. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 15 
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mit recht guter Anniherung, dariiber hinaus liegen aber 
wenig Anhaltspunkte vor. Es war unsere Absicht gewesen, 
den Diffusionskoeffizienten fiir das Eieralbumin zu bestimmen, 
fiir welches Sérensen durch seine exakte osmotische Unter- 
suchung’) das Molekulargewicht 34000 ermittelt hatte. Leider 
konnte diese Messung noch nicht durchgefiihrt werden; wir 
werden sie sobald als méglich nachholen. Uberhaupt méchten 
wir betonen, daf} die hier mitgeteilten Ergebnisse, welche 
aus dufferen Griinden abgebrochen werden mufiten, als vor- 
liufige anzusehen sind. Zu endgiiltigen Schliissen sind die 
vorliegenden Messungen in keiner Weise ausreichend. 


1. Versuchsordnungen. 


In einem ziemlich tief liegenden Kellerraum der Hoch- 
schule, welcher verhaltnismaBig erschiitterungsfest ist, wurde 
an einer Grundmauer die Aufstellung der Diffusionsapparate 
durchgefiihrt. 

Die Temperatur lag bei den meisten Versuchsreihen 
zwischen 10° und 12° und hielt sich wahrend der einzelnen 
Versuche, welche im Durchschnitt eine Woche dauerten, inner- 
halb etwa 0,2° konstant. Auf den Versuchstischen waren die 
Stative festgeschraubt und die Diffusionsapparate durch ge- 
eignete Klammern senkrecht daran befestigt. 

Es kamen zweierlei Diffusionsapparate zur Anwendung. 
Die Mehrzahl der Versuche wurde mit Diffusionsréhren aus- 
gefiihrt, wie sie Oholm?) beschrieben und vielfach benutzt 
hat. Die Untersuchung wurde damit begonnen, die aufge- 
stellten Apparate — es waren zum Teil Originalapparate 
Oholms — mit Rohrzuckerlésungen zu aichen, um einen 
Anschlu8 an friiher festgestellte Werte der Diffusionskon- 
stanten zu gewinnen. Bei diesen Vorversuchen mit Rohr- 
zucker wurde Quecksilber als Sperrfliissigkeit verwendet, 
bei den Versuchen mit Enzym Chloroform. 

Die zweite Apparatform, mit welcher wir gearbeitet 
haben, lehnt sich an Apparate an, wie sie Hittorf fir Uber- 





1) Sérensen, Diese Zeitschr. Bd. 106, 1; 1919. 
7) Oholm, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 50, S. 309 (1905). 
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fiihrungsversuche und spater Schuhmeister, v. Wogau’), 
Oholm*) und Ramstedt zu Diffusionsversuchen angewandt 
hatten. Wir haben diesen Typus so weit als méglich verein- 
facht, und unsere Apparate bestanden demgemif aus matt- 
geschliffenen Glasplatten von etwa 10 mm Dicke und 10mal 
10 cm Kante, welche vertikale Ausbohrungen von 1 cm Ra- 
dius enthielten. Diese Ausbohrungen pafiten genau aufeinander, 
wenn die Kanten der Platten koinzidierten. Die 4 gebohrten 
Platten werden durch je eine Grund- und eine Deckplatte ge- 
schlossen. Um die erschiitterungsfreie Verschiebung der 
Platten und die Kinstellung der Bohrungen iibereinander zu 
erleichtern, wurden die Platten durch Metallrahmen gefiihrt. 

In einer lingeren Versuchsreihe wurden diese Platten 
auch zu Zwei-Schicht-Apparaten zusammengestellt. Mit diesen 
haben wir im allgemeinen weniger gute Ubereinstimmung und 
im Mittel gréfere Diffusionskonstanten erhalten als mit den 
Vier-Schicht-A pparaten. 

SchlieBlich gingen wir zu einer weiteren Anderung des 
Apparates iiber, indem die drei obersten Schichten der vorher- 
gehenden Konstruktion miteinander vereinigt wurden, so dal} 
nunmehr nur die unterste Schicht von den drei oberen durch 
Verschiebung zweier Zylinder getrennt werden konnte. Diese 
Apparate wurden statt aus Glas aus Messing angetertigt. In 
der Regel wurden aber diese Apparate nicht zur Bestimmung 
von Diffusionskonstanten, sondern nur zur Reinigung der zu 
untersuchenden Enzymlésungen verwendet’). 


2. Methodik. 
a) Réhrenapparate. 


Nachdem das Rohr am Stativ vertikal eingestellt war, 
wurde Quecksilber, bzw. bei Enzymversuchen Chloroform, ein- 
gefiillt, bis es die Kapillare der eingeschliffenen Pipette fast 
erreichte. Nach Beendigung des Einfiillens wurde die Pipette 





") vy. Wogau, Ann. d. Physik (4) Bd. 23, S. 345 (1907). 
2) Oholm, Medd. Nobel Inst. Bd. 2, Nr. 22 (1912). 
3) Vgl. Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 111 (1920) 
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herausgenommen, mit Wasser bis zur oberen Marke gefiilt 
und danach wieder in den Schliff eingesetzt; der Hahn wurde 
geéffnet und das Wasser bis zur unteren Marke der Pipette 
ausgelassen. Diese Operation wurde noch zweimal wieder- 
holt, so daf die Diffusionsréhre nun 3 Wasserschichten vom 
Volumen der Pipette enthielt. 

Nun wurde die Pipette mit der zu untersuchenden Lésung 
(die notwendig spezifisch schwerer als das Wasser sein mubte) 
gefiillt und hierauf durch vorsichtiges Offnen des Hahnes lang- 
sam (in etwa 1/, Stunde) entleert. Die untersuchte Lésung 
stellte dann eine scharf abgegrenzte Schicht dar. 

Der so gefiillte Apparat wurde nun sich selbst tiberlassen. 
Nach Ablauf der erforderlichen Diffusionszeit wurde der Ap- 
parat in folgender Weise entleert. Der Hahn der Réhre 
wurde gedffnet und das Quecksilber bzw. Chloroform in einem 
Kélbchen aufgefangen. Nachdem alle Sperrfliissigkeit aus dem 
Apparat ausgelaufen war, wurde die Lésung schichtenweise 
in kleine Flaschen abgefiillt, die so kalibriert waren, dab sie 
genau so viel enthielten, wie die Pipette zwischen ihren bei- 
den Marken. 

Der Inhalt jedes Flaschchens wurde dann weiter unter- 
sucht. 

b) Plattenapparate. 

Die genau aufeinander geschliffenen Platten, deren Héhe 
vermittels Mikrometerschraube zu 10,50 mm gefunden worden 
war, wurden gut gefettet, und die Bodenplatte wurde genau 
horizontal auf dem Tisch der Diffusionskammer eingestellt. 
Die Bohrung der untersten Platte wurde mit der zu unter- 
suchenden Lisung gefiillt, und zwar so, da® beim Uberschieben 
einer neuen Platte ein wenig Fliissigkeit mit fortgeschoben 
wurde, wodurch eine exakte Fiillung der untersten Schicht er- 
reicht wurde. 

Wurde nun mit einem Zwei-Schicht-A pparat gearbeitet, so 
lag die obere Schichtplatte B zunichst dicht auf der unteren 
A auf, ohne dafi die beiden Bohrungen in Beriihrung mitein- 
ander kamen; ihre Bohrung wurde nun mit Wasser gefiillt 
und eine Deckplatte wurde dariibergeschoben, worauf Platte 
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B iiber A verschoben wurde, bis die beiden Bohrungen kon- 
zentrisch iibereinander lagen. 

Mit dem Vier-Schicht-Apparat wurde folgendermafien ge- 
arbeitet: Die auf der Grundplatte aufliegende unterste Schicht- 
platte wurde, wie oben beschrieben, mit der zu untersuchenden 
Lisung gefillt; die drei oberen Platten waren schon vorher 
mit zentrierten Bohrungen aufeinander eingestellt; sie wurden 
mit Wasser gefiillt, worauf die drei Schichten auf einmal iiber 
die unterste geschoben wurden, nachdem der oberste Fliissig- 
keitszylinder durch eine Deckplatte verschlossen worden war. 

Die Versuche wurden nach geeigneter Diffusionszeit in 
der Weise abgebrochen, daf} die einzelnen Schichten durch 
vorsichtiges Verschieben der einzelnen Platten vollstindig von- 
einander getrennt wurden. Aus jeder Bohrung konnte dann 
mittels einer trocknen Pipette der Inhalt entnommen werden, 
welcher dann in kleine Kolben iibergefiihrt und weiter unter- 
sucht wurde (siehe unten). 


c) Gehaltsbestimmung der Diffusionsschichten. 


Der Saccharasegehalt jeder Schicht wurde durch die 
Ermittlung der enzymatischen Wirksamkeit bestimmt, also 
durch die mit der angewandten Saccharasemenge erhaltenen 
Inversionskonstanten. Dazu wurde folgendermafien verfahren: 

In einem 200-ccm-Erlenmeyerkolben wurden 4,8 g 
tohrzucker eingewogen und 10 cem einer 4°/,igen KH, PO,- 
Lésung zugefiigt. Kine so hergestellte Lésung (auf 60 ccm 
verdiinnt) besa nach Mischung mit dem gleichen Volumen 
5°/,iger Sodalésung im 2-dm-Rohr eine Drehung von + 5,24°. 
Nach vollstiindiger Inversion betrug die Drehung — 1,92°. 

Nun wurde fiir jede zu analysierende Schicht ein Kolben 
mit Zucker und Phosphatlésung aufgestellt und so viel Wasser 
zugefiigt, dafi Zuckerphosphatlésung + Enzymlésung + Wasser 
genau 60 ccm betrug. Der Versuch wurde damit begonnen, 
daf} zum Inhalt des Kolbens die geeignete Menge Enzymlésung 
zugefiigt wurde (Zeit 0). Nach bestimmten Zeiten wurden 
je 10 ccm abpipettiert und in kleinere Kélbchen, welche 10 ccm 
5°/,ige Sodalésung enthielten, eingetragen, wodurch die In- 
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version augenblicklich und vollstindig unterbrochen wurde; 
gleichzeitig wurde auch die Mutarotation aufgehoben. 
Die mit dekadischen Logarithmen ausgerechneten Inver- 
sionskonstanten ; 
0 0 
k=+ log — = ; ee Sef = log 
(a = Drehung zur Zeit t) 








5,24° + 1,92° 
a° + 1,92° 












sind durch je drei Versuche ermittelt; bei der von uns ge- 
) wahlten Versuchsanordnung steigen die Konstanten mit der 
Zeit etwas an, jedoch nicht stirker, als daf} aus diesen drei 
Zahlen der Mittelwert genommen werden konnte. 





3. Diffusionsversuche mit Saccharaselisungen. 


Bei diesen Versuchen kamen die Apparate 1, 2 und die 
Plattenapparate 1, 2 und 3 zur Verwendung. 

Die Inversionsfihigkeit der Lisungen ist auf 1 ccm be- 
zogen; die Konstanten sind mit Briggschen Logarithmen aus- 
gerechnet. Bei der Bestimmung von geringen Saccharase- 

| gehalten sind aber oft mehrere ccm verwendet worden; die 
| Inversionskonstanten sind dann durch die Zahl der verwen- 
deten ccm zu dividieren. 

Als Saccharaselésungen haben wir teils einen von Svan- 
-berg hergestellten Saft verwendet, welcher mit 3 F a 4 be- 
zeichnet wird’), teils ein Praéparat 3 G’). 


a) Versuche mit Réhren-Apparaten oder 4 Platten. 


In den folgenden Tabellen bedeutet: 
= die Diffusionszeit in Tagen, 
n= die fiir die betr. Schicht ermittelte Inversions- 
konstante, 
| n‘ = dieser Wert, umgerechnet unter der Voraussetzung, 
Mol dai die Gesamtwirkung 10000 betrigt, 
D = den Diffusionskoeffizienten. 


Die Berechnung der Inversionskonstanten k findet man 
in den Beilagen (Versuch 1—9) S. 211. 





1) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920). 
2) Kuler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, 269 (1919). 















Diffusionsversuche an hochaktiven Saccharasepriparaten. 197 






















—_——— 







































































Temp. App. d Schicht n | n‘ D 
Lésung: 8Fa4 + 1°/, KH,PO,, mit Wasser iiberschichtet. 
Versuch 1. 
11,2°+ 0,2 1 3,74 1 | 144 7434 | 0,0837 
2 47 2426 | 0,0347 
3 1,5 78 —_ 
4 1,2 62 | ee 
Mittel: 0,0342 
Versuch 2. 
11,2° + 0,2 2 3,75 1 148 | 7065 | 0,0366 
2 54 | 2668 | 0,0379 
3 3,9 | 193 | 0,0298 
: | Mittel: 0,0348 
: Versuch 3. 
i 10,8° + 0,4 1 6,02 1 178 7019 | 0,0284 
E 2 68 2682 | 0,0289 
: 3 54 | (218) | — 
4 4 2,2 eo}; — 
a Mittel: 0,0287 
‘ Versuch 4. 
& 10,8° + 0,4 2 6,02 1 175 6604 | 0,0308 
4 2 76 2368 | 0,0304 | 
; 3 10,8 408 _ 
Hl 4 3,2 120 = a 
' Mittel: 0,0306 a 
: Versuch 5. | | 
‘ 11°4 0,2 | Pl-App. | 6,86 1 245 (7233) — M 
4 1+92 2 79 2333 | 0,0309 
| 8 9,1 269 | 0,0364 7 
4 5,6 165 | — a 
Mittel: 0,0336 : 

















Wie nunmehr wohl allgemein angenommen wird, bildet 
ein Enzym sowohl mit seinem spezifischen Substrat als mit 
den Reaktionsprodukten Verbindungen. Fiir die Saccharase 
hat Michaelis die Affinitét des Enzyms zu Rohrzucker, ‘ 
Fruktose und Glukose zu berechnen versucht. | 4 
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Von der Existenz solcher Verbindungen Saccharase- 
Rohrzucker und Saccharase-Glukose ausgehend, haben wir 
angenommen, daf} in denselben die Saccharase in ihrer ein- 
fachsten MolekulargréBbe auftritt, und wir haben deswegen 
das Enzym teils in Gegenwart von Glukose (Vers. 6 und 7), 
teils von Rohrzucker (Vers. 8 und 9) diffundieren lassen. 





Temp. App. d | Schicht n | n‘ | D 





I, 
Lisung: 3Fa4-+ 1,5°/, KH, PO, -+ 1,5°/, Glukose mit einer Liésung von 
1°/, KH, PO, + 1°/, Glukose iiberschichtet. 


Versuch 6. 














11,2°+0,1 1 486 | 1 189 7286 | 0,0291 
| 2 65 2505 | 0,0293 
ie 2,2 86 0 
| 4 3,2 123 | ine 
| Mittel: 0,0292 
Versuch 7. 

11,2°+0,2| 2 487 | 1 | 190 | 7082 | 0,0279 
| 2 | 67 | 2498 | 0,0242 
 * 1 31 oe | 0,0805 
| 4 | 35 | 180 | — 
| | Mittel: 0,0275 








Il. 
Lisung: 3Fa4-+1,5°/, KH, PO, + 1,5°/, Rohrzucker mit einer Lisung 
von 1°’), KH,PO,-+ 1°/, Rohrzucker iiberschichtet. 


Versuch 8. 


iee°tos) 2 | 3 4-2 184 6794 | 0,0254 
| | 2 78 2881 0,0288 
| | 8 5,4 199 | — 
| =. 3,4 aa 
| | Mittel: 0,0271 











Versuch 9. 


11,0°+0,2} 2 7,83 1 186 6472 | 0,0258 
2 84 2920 0,0252 

3 13,7 476 a 

4 3,8 182 | _ 

Mittel: 0,0255 
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Die folgenden Versuche beziehen sich auf das Priiparat 3 G. 
Die Tabellen enthalten aufer den friiher angegebenen 
Gréfen d, n‘ und D auch noch die Inversionskonstanten k - 104 
mit den zu ihrer Berechnung erforderlichen Versuchsdaten, 
Minuten und Drehung im 2-dm-Rohr und schlieflich x (siehe 


S. 196). 























Versuch 10. App. 1. t =11,6° + 0,2° 
| Pivelatie| | aoe 
Schicht | Min. Drebung | k - 10 eS iw x D 
Grad | | 
1 30 1,04 | 128 | 692 | 7199| 1,0115 | 0,0217 
60 | —O82 | 136 | | 
(2cem) | 90 | —1,40 | (154) 
Mittel: 132 
ane @& 
2 40 2,78 45,8 6,92 | 2598 | 0,9636 0,0228 
61 1,92 44,4 
(2 ccm) | 120 —0,13 50 
Mittel: 47,6 
** pes Be 
3 60 469 | 58 | 692] 127] 1,346 in 
129 4,20 | 0,7 
(5 ccm) | 180 3,68 | 5,9 
Mittel: 5,8 | 
n= 1,16 | 
4 60 4,92 | 3,3 6,92 76 | 0,5184 a 
120 4,56 | 3,6 | 
(5 ccm) | 180 4,21 | 3,7 
Mittel: 3,5 | 
‘ame OF | 
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App. 2. 
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t = 11,6° + 0,2. 















Schicht 






Drehung 
Grad 


k - 104 


n‘ 








(2 ccm) 


(2 ccm) 


(5 ccm) 


(5 ccm) 








60 


120 


60 
120 
180 


60 
120 
180 








1,06 127 
—0,79 134 
—1,39 (145) 

Mittel: 130 
‘ren 

2,55 51,2 

0,70 54,6 
— 0,46 57,5 

Mittel: 54,4 
“na = 27,3 

3,84 15,8 

2,54 17,2 

1,49 17,9 

Mittel: 17,0 
‘n=: 34 

4,93 3,3 

4,70 | 2,8 

445 | 28 

Mittel: 2,9 





"n= 65 


6,92 


6,92 


6,92 


6,92 








6757 


2828 


304 


61 





0,7489 


0,7254 


0,8130 


0,5555 








0,0251 


0,0224 
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Versuch 12. App. 1. t = 12,99°+ 0,3. 
[Enzymlésung: 3G (0,5 g in 50 ceom Wasser mit 1,5°/, KH, PO,)]. 
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Schicht | Min. | Prebame| y.aye | a | oy x D 
Grad 
1 10 3,68 107 7,03 | 6968 | 0,8603 0,0252 
20 2,50 105 
(leem) | 30 1,37 112 
Mittel: 108 
“n= 108 
2 10 4,03 81 7,03 | 2671 | 0,8835 0,0245 
20 2,96 8&3 
(2 ccm) 30 2,02 86 
Mittel: 83,3 
“R= 41,7 
3 30 4,24 | 21,8 | 7,03 | 284) 0,9946 0,0218 
| 60 3,40 21,6 
(5cem) | 90 2,54 | 22,9 
| Mittel: 21,9 
“nas 44 
4 30 4,92 6,7 | 7,03 | (77) | (0,5167) | (0,0418) 
60 4,68 5,9 
(5ccm) | 90 4,45 | 5,6 











Mittel: 6,1 
“nar 12 
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Versuch 13. App. 2. t= 12,9° + 0,3. 
Enzymlésung wie 12. 


























sehicht | Min. | Drebmmg) yige | a |p x D 
Grad | 
1 | 10 | 374 | 103 | 7,08 | 6714 | 0,7284 | 0,0246 
| 20 | 258 108 
(leem) 30 145 | 109 | 
| | Mittel: 105 | | 
| | | 
2 10 | 4,03 | 81 | 7,03 | 2750 | 0,8011 | 0,0224 
20 | 288 | 87 | | 
(2cem) | 30 | 1,92 90 | | 
| | Mittel: 86 | | 
| “n= 43 | | 
| | | 
3 | 80 | 368 | 35,5 | 7,03} 447) 0,7183 | 0,0249 
| 60 | 246 | 84 | | 
(5 cem) | 90 | 1,42 | 39,9 | 
| | Mittel: 35,1 | | 
‘nan Fe | | 
| | | 
4 | 80 | 4,99 | 7,2 | 7,03 | 89 | 0,4957 | (0,0862) 
a, | | 
(5 cem) | 90 435 | 6,5 | 
| Mittel: 7,1 | | 
| n= 1,4 | 








b) Versuche mit Zwei-Schicht-Apparaten. 


Die Arbeiten mit Zwei-Schicht-Plattenapparaten haben 
uns in einer lingeren Reihe von Versuchen Diffusionskonstanten 
geliefert, welche einerseits stirker voneinander abweichen, 
als die mit Vier-Schicht-Apparaten erhaltenen, anderseits im 
Mittel erheblich héher lagen als diese. Die Versuchsfehler 
sind bei diesen Zwei-Schicht-Apparaten offenbar bedeutend 
gréfer als bei den Vier-Schicht-Apparaten vom Réhren- oder 
vom Plattentypus. Die Zwei-Schicht-Methode soll deshalb 
spiter in Réhrenapparaten noch gepriift werden. 
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Einstweilen haben wir bei der Berechnung eines Mittel- 
wertes den unten angegebenen Resultaten nur '/, des Gewichtes 
der tibrigen Daten beigelegt. 

Beziiglich der Inversionskonstanten k siehe die Beilagen 
zu Plattenversuch I—III. Temp. 11°. 























ati | Sane! m | D 
Plattenversuch I (14) 2,91 ; pe ; 0.0306 
Plattenversuch JI (15) 2,91 1 se } 0.0880 
Plattenversuch III (16) 2,91 : i \ 0,0362 





4. Berechnung der Versuche. 


Zur Berechnung der Diffusionskoeffizienten D haben wir 
die Tabellen von Kawalki verwendet. Der Gebrauch dieser 
Tabellen setzt voraus, daf} man die Schichthéhe jedes Appa- 
rates kennt. Fiir die Oholmschen Originalapparate waren 
die Schichthéhen schon gemessen. Wir haben sie fiir siimt- 
liche Apparate neu bestimmt, indem wir drei Schichten be- 
kannter Wasservolumina einpipettierten und die Héhe der 
Schicht etwa 20mal! direkt mafien. 

Die Zuverlissigkeit der Diffusionskonstanten, welche man 
aus den einzelnen Schichten erhilt, ist sehr verschieden. Nur 
wenn die Diffusionszeit geniigend grofi gewahlt ist, kann die 
dritte Schicht verwendet werden. Aus der vierten (obersten) 
Schicht haben wir aber stets zu hohe Werte erhalten. Dies 
beruht méglicherweise darauf, daf} beim Abzapfen des Chloro- 
forms ein wenig von dieser Fliissigkeit mit Enzymlésung ge- 
mengt an der Wand des Diffusionsgefiiies haftet und erst 
durch die Oberfliche der letzten Schicht mitgerissen wird. 
Ks handelt sich zwar nur um kleine Mengen, der Fehler wird 
aber doch prozentisch grofi, Wir haben deswegen in der 
Regel nur die erste und zweite, ausnahmsweise auch die dritte 
Schicht zur Feststellung der D-Werte verwendet. 
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Die Schichthéhe unserer Glasplatten war sehr gleich- 
maBig; sie betrug, wie schon angegeben, 10,50 mm. 
Die Berechnung der Zwei-Schicht-Plattenapparate geschah 
nach der Formel’): 
1°—- Q. &x x$ 
ao: = +5 
Q, die Substanzmenge der unteren Schicht, 
Q, die Substanzmenge der oberen Schicht, 
d die Zeit in Tagen, 
1 die doppelte Schichthéhe. _ Dd 
AuBerdem gilt die Beziehung: x =e 








5. Die gefundenen Diffusionskonstanten. 


1. Mit der Enzymlésung? 3 F a 4 (+ 1°/, KH, PO,) wur- 
den fiir die Diffusion in Wasser folgende Konstanten erhalten ®): 


Versuch 1 2 3 4 5 
D 3842 348 287 306 336 


Dazu kommen, mit '/, des Gewichtes, die drei mit dem 
Zwei-Schicht-Apparat gewonnenen und 8. 203 angegebenen 
Konstanten, welche also als eine Konstante, 350, in Rechnung 
zu setzen sind. Wir erhalten also als Mittelwert: 


Temp. 11° D = 0,0328. 


Diffundiert das Enzym aus der gleichen Lésung 3 F « 4 
(+ 1°/, KH, PO,) nicht in reines Wasser, sondern in eine 
Lésung von 1°/, KH, PO, + 1°/, Glukose, so ergibt sich als 
Mittel der Versuch 6 und 7: 


Temp. 11° D=0,0283. 





1) Siehe E. Ramstedt, Medd. Nobel Inst., Arrhenius-Festschr. 
Nr. 5 (1919). 

2) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920); Euler und 
Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, 8. 269 (1919). 

8) Bei diesen Versuchen waren die hohen Diffusionskonstanten der 
obersten Schicht noch auffallender als sonst. Vielleicht handelt es sich 
nicht um methodische Fehler bzw. zufallige Versuchsfehler, sondern um 
die gréBere Diffussionsfahigkeit der kleinsten Saccharaseteilchen. 
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Entsprechende Versuche, bei welchen 1°/, Glukose durch 
1°/, Rohrzucker ersetzt war, ergaben (Versuch 8 und 9): 


Temp. 11° D=0,0263. 


2. Wurden 0,50 g festes Saccharasepriparat 3 G in 50 ccm 
Wasser gelést und gegen Wasser diffundiert, so war die 


Konstante 
Temp. 12,9° D = 0,0222. 


Das gleiche Praiparat diffundiert in eine 1°/,ige KH, PO,- 
Schicht (Versuch 12 und 18): 


Temp. 12,9° D = 0,0239. 


Die gefundenen Mittelwerte sind nun zunachst zum Ver- 
gleich untereinander und mit anderen Werten auf eine ge- 
eignete iibereinstimmende Temperatur zu bringen. Wir wahlen 
dazu 20°, weil Oholm!) die bis jetzt ermittelten Diffusions- 
konstanten fiir diese Temperatur umgerechnet und zusammen- 
gestellt hat. 


Oholm (1. c.) hat auch eine sehr griindliche Untersuchung 
iiber den Temperaturkoeffizienten « der Diffusion angestellt, 
aus welcher hervorgeht, da « um so gréfier ist, je kleiner 
D, also je gréfer das Molekulargewicht des diffundierenden 
Stoffes ist. Fiir unseren Fall ist eine starke Extrapolation 
erforderlich; wir verwenden, bis Versuche iiber eine hoch- 
molekulare Substanz vorliegen, den Wert « = 0,05. 


Wir erhalten dann fiir 20°: 








Priparat Diffusionsfliissigkeit Diff.-Konst. D 





rast = Wee. |... sw eee 0,047 
1°/, Phosphat, 1°/, Glukose 0,041 
1°, = 5h le eee 0,038 

3G es. hs ek SE 0,0315 
Pig Ce. cc 0,0323 











1) Oholm, Medd. Nebel Inst. Bd. 2, Nr. 28, S. 25 (1912). 
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Reduktion der Diffusionskonstanten auf unendliche 
Verdiinnung. 


Die bei den meisten Versuchen von uns angewandte 
Enzymlésung hatte einen Trockensubstanzgehalt von etwa 
1,5°/, (Lésung 3 Fa 4, vom Trockensubstanzgehalt 4,95°/, 
verdiinnt im Verhialtnis rund 1:3), und zeigte eine innere 
Reibung von 2,44, bezogen auf Wasser von der gleichen 
Temperatur. 

An anderer Stelle’) wurde besprochen, in welcher Weise 
die an mifsig verdiinnten Lisungen direkt erhaltenen Diffu- 
sionskonstanten wegen der bei mittleren Konzentrationen auf- 
tretenden Einfliisse zu korrigieren sind. Es hatte sich auf 
Grund von Messungen an Rohrzuckerlésungen ergeben, dali 
der beste Anschluf} an die Erfahrung erreicht wird, wenn 
man diejenige Konzentration in Rechnung zieht, welche nach 
dem schlieSlichen Konzentrationsausgleich eintritt, also 1/1 der- 
jenigen der untersten Schicht zu Beginn des Versuches. Um 
die beobachtete Diffusionskonstante auf Normalbedingungen 
(unendliche Verdiinnung) zu reduzieren, hat man die Konstante 
mit dem fiir diese Konzentration giiltigen Koeffizienten der 
inneren Reibung (bezogen auf Wasser = 1) zu multiplizieren. 
Bei Rohrzuckerlésungen war dann noch eine Korrektion des- 
wegen einzufiihren, weil der osmotische Druck der Lésung 
stiirker ansteigt als die Konzentration. In den angewandten 
Enzymlésungen war der osmotische Druck sehr gering (ent- 
sprechend einer Gefrierpunktserniedrigung von 0,03°) und 
kann hier also vernachlissigt werden. Auch ist die tatsiich- 
liche Konzentration, auf die Gewichts- oder Volumeinheit 
Wasser bezogen, in der Lésung von 1,5: 4 = 0,385°/, Trocken- 
substanzgehalt nur wenig gréfier, als wenn die gleiche Enzym- 
menge im reinen Lésungsmittel vorhanden wire. Wir haben 
deswegen eine Korrektion wegen der Konzentration nicht 
eingefiihrt. 

Um eine Korrektion wegen der inneren Reibung anbringen 
zu kénnen, haben wir folgende Messungen ausgefiihrt: 





1) Euler u. Hedelius, Zeitschr. anorg. Chem. Bd. 110 (1920). 
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Es wurde die urspriingliche Lisung von bekannter Akti- 
vitit (k - 10* = 370) weiter verdiinnt, und die Viskositiit 
dieser Verdiinnungen wurde gemessen. 

Fiir die Lésung 3 F « 4 wurden folgende Zahlen er- 
halten (20°): 








Aktivitit Innere Reibung 
k - 10* Wasser = 1 
370 2,44 
150 1,63 
80 1,28 
40 1,17 





Es ergab sich also Proportionalitét zwischen den beiden 
tabellierten GréBen (siehe Fig. 1). 

Wir haben auch die in Versuch 10—13 verwendete 
3 G-Lésung auf Viskositiét untersucht, und zwar die Viskositit 
der urspriinglichen Lésung und die mittlere Viskositit der 
vier Schichten nach der Diffusion. 











k . 10! Viskositiit Lisung 

155 1,24 (urspr. Lésung) 

108 1,21 Schicht 1 
41,4 1,13 ‘ 2 
4,4 1,07  “- 
1,2 1,027 - 4 








Figur 2 zeigt die Beziehung zwischen Aktivitaét und Vis- 
kositiét nach erfolgter Diffusion. Diese Ergebnisse sind spiter 
noch durch Ermittlung der Beziehung zwischen Aktivitit und 
Trockensubstanzgehalt nach der Diffusion zu erginzen. 

Ks ist nun zu fragen, ob es angebracht ist, an Lésungen, 
deren innere Reibung zum grofien Teil durch hochmolekulare 
bzw. kolloide Stoffe hervorgerufen ist, die Korrektion wegen 
der inneren Reibung in der gleichen Weise anzubringen, wie 
an konzentrierteren Lisungen. Nach dem, was wir iiber die 
Beweglichkeit von Molekiilen in Gelatinelésungen wissen, 


wiirde eine soleche Korrektion zu grof} ausfallen. Anderseits 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 16 
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haben wir iiber die Art der Begleitstoffe der Saccharase in 
unserer Enzymlésung wenig Anhaltspunkte. Wir ziehen es 
vor, die fiir Rohrzuckerlésungen (1. c.) berechnete Korrektion 
einstweilen willkirlich mit dem halben Wert anzubringen. 

Fiir die Versuche mit der Enzymlésung 3 F a 4 wiirde 
sich der Korrektionsfaktor wegen der inneren Reibung zu 
1,33 ergeben; wir korrigieren, wie erwahnt, nur mit 1,16. 

Fiir die Versuche mit der Lésung 3 G korrigieren wir 
entsprechend mit 1,06. 


5. Vorliufiges Ergebnis. 


In der angegebenen Weise haben wir also nun die 8. 205 ge- 
wonnenen Konstanten auf die Konzentration o zu reduzieren. 

Wir erhalten fiir la 

0,047 x 1,16 = 0,055 + 0,005. 

Bei 1b und 1c ist aufierdem noch eine Korrektion an- 
zubringen wegen der inneren Reibung der Diffusionsfliissigkeit 
(das Enzym diffundiert nicht in Wasser, sondern in einer 
Lésung von 1°/, Phosphat, 1°/, Glukose bzw. Rohrzucker). 
Die innere Reibung einer Liésung, welche 1°/, KH,PO, und 
1°/, Glukose enthalt, betragt 1,07. Es ergibt sich also 

fiir 1b: 0,041 x 1,16 & 1,07 = 0,051, 
fir 1c: 0,038 x 1,16 x 1,07 =0,047. 

Nehmen wir auch fiir 1b und le die Grenzen + 0,005 
an, so finden wir, dai die beiden letzten Werte noch inner- 
halb der Fehlergrenzen von 1a liegen. 

Bei den Liésungen des Praparates 3 G betrigt die Kor- 


rektion wegen der inneren Reibung 1,12; die Korrektion wegen 


der Konzentration ist zu vernachlissigen. Wir finden also: 
2a 0,0315 x 1,12 = 0,0358, 
2b 0,0323 XK 1,12 x 1,03 = 0,0871. 

In erster Linie fallt hier der grofje Unterschied zwischen 
den beiden Gruppen von Diffusionskoeffizienten auf, welche 
mit der Enzymlésung 3 F « 4 und mit dem Enzympriparat 
3 G erhalten worden sind. 

Diese Differenz liegt weit aufierhalb der Versuchsfehler. 
Der in der Untersuchung von Euler und Kullberg fir 
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17° erhaltene Wert 0,037 wird, auf 20° umgerechnet, 0,0425, 
er liegt also zwischen den beiden in dieser Untersuchung er- 
haltenen Wertgruppen. 

Uber die Ursache dieser grofen Verschiedenheiten der Dif- 
fusionsgeschwindigkeit der wirksamen Molekiile verschiedener 
Saccharasepriparate kénnen wir uns noch nicht aussprechen, 
bevor weitere experimentelle Ergebnisse gewonnen worden sind. 

Wenn wir schlieBlich versuchen, aus diesen vorliufigen 
Ergebnissen Anhaltspunkte tiber die untere Grenze des Mole- 
kulargewichtes der Saccharase zu gewinnen, so erhalten wir 
aus der empirischen Beziehung D V M nachstehende Werte, 
wenn wir mit Oholm fiir 20° den Wert dieses Produktes = 7 
setzen, welcher Wert iibrigens mit dem von Euler gefun- 
denen, 6 bei 17°, recht nahe iibereinstimmt. 

Nach obiger Formel erhalten wir aus 1a das Molekular- 
gewicht') M = 16000 + 3000. 

Entsprechend ergibt sich aus 1b der Wert 19000 und 
aus 1e der Wert 22000 mit den gleichen prozentischen Fehler- 
grenzen. Wegen dieser noch grofjen Abweichungen und der 
verhiltnismiBig kleinen Zahl von Messungen kénnen wir bis 
jetzt noch nicht sagen, ob tatsichlich die Saccharase in Glu- 
kose- bzw. Rohrzuckerlésungen (nach Beriicksichtigung der 
inneren Reibung) langsamer diffundiert als in Wasser bzw. 
sehr verdiinnter Phosphatlésung ”). 

Was sich aber mit Bestimmtheit aus unseren Messungen 
ergibt, ist das Resultat, da durch Substrat oder Reaktions- 
produkte die Saccharase nicht aus einem héheren Aggregations- 
zustand in kleinere Molekiile iibergefiihrt wird, und daf} in 
optimaler Aciditit das Enzym keine sehr wesentlich andere 
Diffusionskonstante besitzt als in reinem Wasser. 


1) Dies ist also einstweilen als der Minimalwert der Saccharase zu 
betrachten. 

*) Wiire dies der Fall, bzw. wiirden die erhaltenen Ziffern richtige 
Mittelwerte darstellen, so kinnte man schliefen, da sich an ein Saccha- 
rasemolekiil eine ziemlich groBe Anzahl (im Mittel etwa 10) Rohrzucker 
bzw. Glukosemolekiile anlagern, entsprechend dem héheren Molekular- 
gewicht der diffundierenden Molekiile. 





Beilagen. 


Versuch 1. 
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ee 
| t (Min.) | Drehung | 
| | 











Schicht | a—x | k-104 | k-108 per ccm 
Grad | 
1 8 3.66 5,58 135 | 
16 2,27 4,19 145 | 
(1 ccm) 24 1,17 3,09 152 
Mittel: 144 | 144 
2 11 3,82 5,74 87 
21 2,63 4,55 94 
(2 ccm) 31 1,62 3,04 99 
Mittel: 94 47 
3 20 5,00 6,92 7,2 
40 4,77 6,69 7,4 
(5 ccm) 60 4,52 6,44 ay 
Mittel: 7,0 1,5 
4 20 3,02 6,94 6,8 
40 489 | 6,81 5,4 
(5 ccm) 60 4,71 6,63 5,6 
Mittel: 6,0 1,2 
Versuch 2. 
Schicht | t (Min. Drehung) g—x | k-10! | k-10* per ccm 
Grad 
1 8 3,67 5,59 134 
16 2,27 4,19 145 
1 ccm) 24 1,13 3.05 150 
Mittel: 143 | 143 
2 11 3,60 5,52 102 
21 2,35 4,27 107 | 
(2 ecm) 31 1,28 3,20 i aa 
Mittel: 108 54 
3 20 4,68 6,60 17,8 | 
40 4,00 | 5,92 | 20,6 | 
(5 ecm) 60 3,50 | 5,42 20,2 | 
| Mittel: | 19,5 | 3,9 
| | | 
+ | 20 4,95 | 6,87 9,2 | 
| 40 4,80 | 6,72 6,9 | 
(5 ecm) | 60 4,62 | 6,54 6,7 | 
| | Mittel: | 7,5 
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Versuch 3. 
. Niet hake, ty | fe | | 
Schicht t (Min.) | Drehung |, g—x k-10¢ | k-10* per cem 
| Grad | | 
1 8 3,30 5,22 171 
16 1,81 3,73 177 
(1 ccm) 24 | 0,66 2,58 185 | 
Mittel: | 178 | 178 
9 10 3.37 5,29 132 | 
20 1,84 3,76 140 | 
(2 ccm) 30 0,71 2,63 135 
Mittel: | 136 63 
3 20 4,39 631 | 27 
40 3,66 5,58 | 27 
(5 ccm) 60 3,00 4,92 | 27 
Mittel: 27 | 5,4 
4 20 | 4,83 6,75 128 | 
| 40 4,60 6,52 10,1 | 
(5 ccm) | 60 | 4,29 6,21 10.3 | 
| | Mittel: | 11,0 | 29 
Versuch 4. 
Schicht | t (Min.) | Drehung| a—x | k-10* | k-10* per com 
| Grad | | 
1 8 333 | 525 | 169 
| te 183 | 3,75 | 176 
(1 ccm) | 24 0,73 | 2,65 | 10 
| | Mittel: | 175 | 175 
2 10 8,25 517 | 142 
20 1,62 854 | 15! 
(2 ccm) 30 044 | 2,36 | ~= 161 
| Mittel: | 152 | 76 
3 | 20 369 | 561 | 353 | 
| 40 | 245 | 487 | 54 | 
(5 com) | 60 | 144 | 3,36 | 55 
| | | Mitte: | 54 | 10,8 
| | 
4 20 | 4,69 - Sone? 
40 | 4,28 6,20 15,6 | 
(5 ccm) 60 | 3,94 5,86 | 145 | 
| Mittel: 15,8 | 3,2 











Versuch 5. 


Diffusionsversuche an hochaktiven Saccharasepraparaten. 





eS 








Schicht t (Min.) | Drehung| 4 —x k-10* per ccm 
| Grad 
1 7 3,10 5,02 
14 1,28 3,20 
(1 ccm) 21 0,07 199 | 
Mittel: | 24! 
2 10 | 409 | 601 
20 2,99 4,91 
(1 ccm) 30 2,06 | 3,98 
| Mittel: | 
3 40 4,20 6,12 | 
80 3,20 5,12 
(2 ccm) 120 2,27 419° | 
| | Mittel: | 9,1 
| | 
4 60 | 431 | 6,23 
120 | 3,29 | 5,21 
(2 ccm) 180 2,45 | 4,37 
| | Mittel: | 5,6 




















Versuch 6. 











, | 
rehung | a—x 
Grad 


| k-10* per ccm 











8 
16 
24 


| 
| 
} 








3,27 
1,64 
0,44 


0,84 


4,56 


4,24 6,16 


Oo or 


5,43 
3,98 
2,76 


| 6,79 
6,48 
6,11 


6,68 





0,77 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 





Mittel: 


189 





















H. v. Euler, A. Hedelius und O. Svanberg, 












Versuch 7. 
A MPP RR OR 
Schicht _t (Min.) | Drehung | 4 —x k-10* | k-10* per ccm 
Grad 
1 | 8 3,21 5,13 181 
| 16 1,66 3.58 188 
(l ecm) | 24 0,43 2,30 202 











Mittel: 















































5,41 
20 1,92 3.84 136 
(2 ccm) 3 0,7 2.68 142 
Mittel : 134 67 
3 20 4,06 5,98 39 
40 3,14 5,06 38 
(5 ecm) 60 2.95 4,17 39 
Mittel: oY 7,8 
4 20 4,72 6,64 16,3 
(5 ecm) 40 4,21 6,13 16,7 
Mittel : 16,5 3.5 
Versuch 8. 
Schicht t (Min.) | Drehung| g—x k-10* | k+10 per ccm 
| Grad 
1 | 125 | 240 4,32 176 
| z= | 1,34 3,26 180 
(lccm) | 27 | 0,23 2,15 | 190 
| | Mittel: | 184 184 
Z 1 17 | 210 4,02 148 
fae 6|lCURBT 3,19 156 
(2 ecm) 31,5 | 0,80 2,22 162 
| Mittel: 156 78 











6,22 





Mittel: | 


















Versuch 9, 





Diffusionsversuche an hochaktiven Saccharasepriparaten. 





| t (Min,) | Drehung | 











Schicht k-104 k-10* per com 
Grad 
1 12 2,42 181 
18,5 1,38 1&2 
(1 ccm) 26,5 0,26 195 
186 
2 16,5 2,01 158 
22 1,10 171 
(2 cem) 3 0,17 173 
167 
3 22,0 3,17 66 
40 1,90 68,4 
(5 cem) 60 0,74 ta 
68,7 3,7 
4 24,5 4,50 19,4 
40 4,12 18,6 
(5 cem) 60 3,58 19,1 
19,0 





Platten-Versuch I (14), 











Schicht t (Min.) | Drehung | a—x | k-10* | k-10* per cem 
| Grad | 
7 | 842 183 
14 | 1,94 192 
(1 ecm) 21 | 0,77 203 
| 193 
| 
2 144 | 4,37 40 
28 3,67 38 
(1 ccm) 42 3,02 
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Platten-Versuch IT (15) 





Euler, Hedelius u. Svanberg, Diffusionsversuche usw. 








Schicht 








Drehung 
Grad 


os 


k + 104 


k-10* per ccm 








(1 ccm) 





3,39 
1,89 
| 0,64 
















d,o1 
3,81 
2,56 

Mittel: 





186 
196 
212 

































4,34 6,26 | 
28 3,48 540 | 44 | 
(1 ccm) 42 2,75 467 | 44 | 
Mittel: | 43 | 43 
| 
Platten-Versuch III (16). 
ae | | 
Schicht | t (Min.) Drehung| a—x | k-10* | k-10* per ccm 
| Grad | 
oe 342 | 584 | 197 | 
| 14 | 1,89 881 | 196 | 
(leem) | 21 | 0,63 255 | 214 | 
| | Mittel: | 199 | 199 
2 | 14 4,35 6,27 41 | 
| 28 8,55 5,47 42 | 
(leem) | 42 2,86 4,78 42 | 
| Mittel: 2 

















Uber die Beziehung der freien Aminogruppen zum 
Lysingehalt der Proteine. 
Von 


K. Felix. 





(Aus dem Institut fiir Eiwei®forschung [Stiftung Behringer], Universitit Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Juni 1920.) 








Die Ursache des basischen Charakters der Eiweifistoffe 
ist von groBbem Interesse fiir die Erforschung der Bindungs- 
art der Aminosiiuren im Proteinmolekiil. Die ersten Unter- 
suchungen in dieser Richtung wurden von Skraup!') ange- 
stellt. Er liefi salpetrige Séure auf Casein und Glutin ein- 
wirken und fand dann in der Hydrolyse der Derivate kein 
Lysin mehr. Es war durch die salpetrige Saure zerstért 
worden. Aus dieser Tatsache schlofi er, daf} das Lysin im 
Casein und Glutin in der Weise gebunden sein miisse, dab 
sich mindestens eine seiner beiden Aminogruppen in reaktions- 
fahigem Zustand befinde. Kossel und Cameron’) zeigten 
dann, daf} das Arginin derart in das Proteinmolekiil einge- 
fiigt ist, daf} die Guanidingruppe desselben frei ist, dafi sie 
also den basischen Charakter des ganzen Molekiils mitbestimmt. 

Diese Basizitit der Proteine scheint demnach — wenig- 
stens bis zu einem bestimmten Grade — bedingt zu sein 
durch die endstiindige Guanidingruppe des Arginins einerseits 
und mindestens eine Aminogruppe des Lysins anderseits. Die 
Frage, ob auBerdem noch andere Aminogruppen reaktions- 
fahig sind, konnte erst angeschnitten werden, nachdem Sé- 





1) Monatshefte der Chemie Bd, 27, S. 631, 653 (1906). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 75, 8. 457 (1912). 
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rensen’) seine Formoltitration zu einer exakten Methode 
der Bestimmung der freien Aminogruppen im _ unzersetzten 
Hiweif ausgearbeitet hatte. Hierbei ist folgendes zu beachten: 
Das Prolin gibt nach Sérensen’) ebenfalls einen Ausschlag 
mit der Formoltitration, obwohl es keine Aminogruppe, son- 
dern nur eine Iminogruppe enthialt. Die Reaktion ist aber 
keine quantitative. Kossel und Gawrilow’) wiesen an den 
Protaminen der Salmingruppe nach, dafi das im Eiweifimolekiil 
gebundene Protein mit Formol nicht reagiert, also keinen 
Ausschlag bei der Formoltitration des unzersetzten Proteins 
geben kann. Vom freien Arginin reagiert nur die #-Amino- 
gruppe mit Formol, die Guanidingruppe nicht. Vom Histidin 
zeigt die Formoltitration nicht, wie zu erwarten wire, nur 
ein Drittel des gesamten Stickstoffs an, sondern etwas mehr, 
etwa 38—40°/,?). Es mufi also das Formol auch am Imidazol- 
ring angreifen. Wir haben ebenfalls die Formoltitration des 
Lysins wiederholt und fanden, daf} nicht nur eine, sondern 
beide Aminogruppen reagieren. Der Formolstickstoff betrug 
108°/, des Gesamtstickstoffs im Lysin. Der geringe Mehr- 
betrag an Formolstickstoff iiber den berechneten Wert hinaus 
ist dadurch zu erkliaren, dai, wie Sérensen‘*) festgestellt 
hat, das Lysin bei der Veraschung nach Kjeldahl seinen 
Stickstoff nicht vollsténdig abgibt. 

Von van Slyke’) wurde eine weitere Methode zur Be- 
stimmung der freien Aminogruppen ausgearbeitet. Sie beruht 
auf der Fahigkeit der salpetrigen Sdure, mit primiren Aminen 
— also auch mit freien Aminogruppen — zu reagieren. Diese 
geben dabei den Stickstoff als Gas ab, der in einer Gasbiirette 
aufgefangen und gemessen wird. Die Resultate an freien 
Aminosaéuren stimmen mit denen der Formoltitration iiberein. 
Der Stickstoff der Monoaminosiauren reagiert quantitativ, vom 





') Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 59 (1907). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 81, S. 274 (1912). 

3) Diese Zeitschr. 

*) Compt rend. des travaux du Laboratoire de Carlsberg (6. Vol. 
. Livraison 1903). 

*) Ber. Bd. 44, S. 1684 (1911). 
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Arginin nur die a-Aminogruppe; vom Histidin, wie wir 
feststellen konnten, ebenfalls mehr als ein Drittel des Ge- 
samtstickstoffs, nimlich 40°/). 

Durch diese beiden Methoden ist es uns midglich, die 
Menge der freien Aminogruppen im unzersetzten Eiweifi zu 
bestimmen, indem man die gefundenen Stickstoffwerte in Pro- 
zenten des Gesamtstickstoffs ausdriickt. 

Die bereits erwiahnte Beobachtung Skraups, dafi im 
Proteinmolekiil eine Aminogruppe des Lysins in freiem Zu- 
stand vorzukommen scheint, wurde von verschiedenen For- 
schern aufgegriffen und der Gehalt der Proteine an freien 
Aminogruppen in eine gewisse Beziehung zu ihrem Lysin- 
vehalt zu setzen versucht. So haben als erste Kossel und 
Gawrilow’) folgende Feststellung gemacht: ,Im allgemeinen 
scheinen die lysinreicheren Protamine auch reicher an formol- 
titrierbarem Stickstoff zu sein, doch sind die bisher vorliegen- 
den Analysen noch nicht zahlreich genug, um hieriiber zu 
entscheiden. Ein durchgehend proportionales Verhaltnis zwi- 
schen beiden Gréfen ist kaum zu erwarten. Ganz abgesehen 
davon, dai bei Ausdehnung dieser Untersuchungen auf andere 
Proteine neben der Amidogruppe des Lysins noch andere 
formoltitrierbare Gruppen gefunden werden kénnen, muf} man 
auch mit der Méglichkeit verschiedenartiger Bedingungen des 
Lysins rechnen. Auch kénnten dufere, nicht mit Zersetzung 
verbundene Einwirkungen das Proteinmolekiil so verindern, 
daf} eine urspriinglich reaktionsfaihige Amidogruppe ihre Re- 
aktionsfihigkeit gegen Formol verliert.“ Angeregt durch 
diese Untersuchungen haben van Slyke und Birchard?) 
mit Hilfe der vom ersteren ausgearbeiteten Methode andere 
Kiweibkérper untersucht. Sie kamen dabei zu dem Schlub, 
dafi der Stickstoff der freien Aminogruppen gleich ist der 
Halfte des Lysinstickstoffs. Endlich hat Edlbacher’) dieses 
Problem mit einer ganz andern Methodik angegriffen und 


1) Diese Zeitschr. Bd. 81, S. 241 (1912). 
*) Journ. of biol. Chem. Bd. 15, 8. 539 (1914). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 107, 8S. 52 (1919). 
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konnte die urspriingliche Kosselsche Beobachtung bestitigen, 
Weiter scheint aus seinen Untersuchungen hervorzugehen, 
dab aufjer den in Frage kommenden Aminogruppen des Lysins 
noch andere reaktionsfahige Aminogruppen vorhanden sein 
miissen, was ja auch Kossel und Gawrilow bereits in den 
Bereich der Méglichkeit gezogen haben. 

Bevor auf eine Kritik der Resultate van Slykes und 
Birchards eingegangen werden soll, seien die bis jetzt von 
verschiedenen Autoren ermittelten Befunde in einer Tabelle 
(S. 221) tibersichtlich zusammengestellt. Die Werte fiir die 
freien Amidogruppen sind in Beziehung gesetzt zum Lysingehalt 
der untersuchten Proteine. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, dai die beiden Methoden 
zur Bestimmung der freien Aminogruppen im unzersetzten 
Eiweifi Werte ergeben, die annihernd derselben Gréfenord- 
nung angehéren, mit Ausnahme des Edestins. Ferner zeigt 
sich auch, daf, worauf Kossel zuerst hingewiesen hat, ein 
Parallelismus besteht zwischen der Menge der freien Amino- 
gruppen und dem Gehalt an Lysin, in der Art, dafi die lysin- 
freien Proteine keine freien Amidogruppen enthalten und dal 
unter den andern im allgemeinen die reicher an freien Amino- 
gruppen sind, die auch mehr Lysin enthalten. Damit steht 
auch im Einklang, was Edlbacher durch die Bestimmung 
der ,.N-Methylzahl* bei den verschiedenartigsten Proteinen ge- 
funden hat. 

Gréfere Unstimmigkeiten weist dagegen die Tabelle in 
den Werten fiir den Lysingehalt auf; namentlich in jenen 
Werten, die nach den beiden Methoden — Kossels Pikrat- 
methode und van Slykes Gruppenbestimmung — fiir ein und 
dieselben Proteine gefunden wurden. Die letzteren sind 
wesentlich héher als die nach der Pikratmethode gefundenen. 
Und zwar ist in diesen Fallen der Gehalt an Lysinstickstoff 
meistens doppelt so grof} als der an freiem Aminostickstoff. 
Aus diesen seinen Befunden schloB van Slyke, daf nur eine 
Aminogruppe des Lysins frei ist, die dann den ganzen Betrag 
an freiem Aminostickstoff im unzersetzten Eiweif} bestreiten 


miifte. Ferner glaubt er annehmen zu kénnen, dali die Werte, 
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Tabelle 1. 
— ———— ae a Se ee ee ake si | Stickst i? Va we % ‘ 
Stickstoff der freien L tickstoff, der im 
= eohalees ; ysin nach der Hy- 
_ | Aminogruppenim | drolyse des EiweiB 
Autor Protein unzersetzten Kiweifi 7 : 
° gefunden wird, in 
in Prozenten vom > ‘ 
Gesamtstickstoff Prozenten vom Ge- 
en rae 28 samtstickstoff 
nach der durch HNO, nach | nach van 


Formol- | in Freiheit 





Kossels| Slykes 















































titration | gesetzt Methode | Methode 
Clupeinsulfat 0 | 0 
Kossel u. Gawrilow’) ? |Salminsulfat | 0 oe 
Hordein | 0 0 | 
Kossel u. Gawrilow?) 0 | 0 | 
; ,, | Zein 
vanSlykeu. Birchard?) 0 0 
| | 
van Slykeu. Birchard?) ss 1,10 | 0,38 
Edlbacher®) en ) o | 
: Kossel u. Gawrilow’) 6,4 
Kossel u. Gawrilow'’) 8,61 | 
Kossel a. Kutscher‘) | Sturinsulfat 8.4 
Kossel u, WeiB®) 5,5 | 
| Kossel u. Cameron’) | 6,9 | 
Kossel u. Dakin’) acticin | 30,3 | 
Kossel u. Cameron’) yP | 23,6 | 
Kossel u. Kutscher‘) |Thymus- | 
Edlbacher®) histon| 19,5 | 8,0 
Kossel u. Kutscher‘) ; 8.5 
| Edlbacher?) hs | 
Ed. Hart’) | 6,9 
; Edlbacher?) Case; 50 | 
| van Slyke?) ~~ | 8,7; 9,36| 10,30 
l van Slykeu. Birchard®) | 95,51 
Ed. Hart’) | | 2,76; 3,05 
Edlbacher®) Gelatine 4,0 | 
vanSlykeu. Birchard?) | 3,12 6,30 
; Kossel u. Patten) | 1,76; 1.72 
; Edlbacher®) Edestin 3,3 
; van Slykeu. Birchard’) 1,80 3,80 





’ : SE 








1) Diese Zeitschr. Bd.81, $.274(1912). 2) Journ. of biol. Chem. Bd. 16, 8.539 (1914). 


*) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 52 (1919). 4) Ebenda Bd. 31, S. 165 (1901). 
Bd. 78, S. 404 (1912). ®) Ebenda Bd. 76, S, 457 (1912). 7) Ebenda Bd. 40, S. 570 
(1904). 8) Ebenda Bd. 33, S. 347 (1901). *) Journ. of biol. Chem. Bd. 16, S. 531 (1914). 






) Diese Zeitschr. Bd. 38, S. 39 (1908). 
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die er mit seiner Methode findet, richtiger sind, als die mit 
der Pikratmethode gefundenen. 

Die Methode der Stickstoffbestimmung in Gruppen, wie 
van Slyke’) seine Methode nennt, besteht darin, daB in der 
Hydrolysenfliissigkeit alle drei Hexonbasen durch Phosphor- 
wolframsiure gefiallt werden. Der Niederschlag wird mit 
Natronlauge zerlegt und die Phosphorwolframsiure als Barium- 
salz entfernt. Die die Basen enthaltende Lésung wird auf 
ein bestimmtes Volumen gebracht. Ein aliquoter Teil mit 
konzentrierter Natronlauge gekocht. Dabei wird das Arginin 
zerstért und verliert die Hialfte seines Stickstoffs in Form 
von Ammoniak. Dieses wird in n/10-Siure aufgefangen. Der 
aus der verbrauchten Siure berechnete Stickstoff betrigt die 
Hilfte des gesamten Argininstickstoffs. Weiter wird durch 
die salpetrige Siure im van Slykeschen Apparat der freie 
Aminostickstoff der Basen bestimmt. Die Differenz zwischen 
dem Gesamtstickstoff der Basen und dem Aminostickstoff der- 
selben ergibt den Nichtaminostickstoff. Dieser verteilt sich 
auf Arginin und Histidin nach folgender Gleichung: Histidin- 


N = ° (Nichtamino-N —s Arginin-N). Da der Arginin- 


stickstoff bekannt ist, lafit sich leicht der Histidinstickstoff 
berechnen. Der Lysinstickstoff wird ebenfalls ausgerechnet 
nach der Gleichung: Lysin-N = Gesamt-N — (ArgN + Cystin- 
N + Hist-N). Das Cystin, welches ebenfalls mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt wird, wird durch seinen Schwefel 
bestimmt. 

Zur Aufklirung der Unstimmigkeiten in der Tabelle 1 
habe ich auf Anregung von Herrn Prof. Kossel den Lysin- 
gehalt und die Zahl der freien Aminogruppen bei verschie- 
denen Proteinen auf das sorgfiltigste von neuem bestimmt. 


Experimenteller Teil. 


Das Eiweif wurde in der von Kossel angegebenen Weise 
mit Schwefelsiure hydrolysiert. Nachdem die Hauptmenge 





1) Journ. of biol. Chem. Bd. 10, 8S. 15 (1911). 
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der Schwefelsiiure durch Baryt weggeschafft war, wurde das 
Ammoniak entfernt, indem die Hydrolysenfliissigkeit zunachst 
mit Baryt annihernd neutralisiert und dann durch Zusatz 
einiger Gramm fein gepulverten Bariumkarbonats alkalisch 
gemacht wurde. Diese alkalische Reaktion war dann durch 
die Hexonbasen selbst hervorgerufen. Das Ganze wurde 
20 Minuten gekocht. Darnach wurden Arginin und Histidin 
nach dem bekannten Verfahren durch Silber und Baryt gefallt 
und der Niederschlag in Saiure wieder gelést, das Silber durch 
Schwefelwasserstoff entfernt, das Filtrat vom Schwefelsilber 
auf ein bestimmtes Volumen gebracht und in einem aliquoten 
Teil der Stickstoff der ,durch Silber und Baryt fallbaren 
Substanzen“ bestimmt. Das Filtrat von der Silberfallung, 
in dem das Lysin enthalten sein mufite, wurde ebenfalls an- 
gesiuert, das Silber entfernt, auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht und wieder in einem aliquoten Teil der Stickstoff 
der ,durch Silber und Baryt nicht gefillten Substanzen* be- 
stimmt. Dann wurde es mit Phosphorwolframsaure ausgefallt. 
Im Filtrat der Phosphorwolframate wurde auf entsprechende 
Weise der Stickstoff ,der durch Phosphorwolframsaure nicht 
gefallten Substanzen“ (Monoaminosiiuren) ermittelt. Das 
Phosphorwolframat wurde in der von Kossel und seinen 
Mitarbeitern angegebenen Weise mit Baryt zerlegt und wieder 
der Stickstoff ,der durch Phosphorwolframsiure gefillten 
Substanzen* (Maximalzahl des Lysinstickstoffs) gefunden. Das 
Lysin selbst wurde als Pikrat isoliert und gewogen. Die 
Mutterlauge vom Lysinpikrat wurde nach Entfernung der 
Pikrinsiiure wieder mit Phosphorwolframsaure und weiter wie 
bei der ersten Ausfillung behandelt. Dieser Prozefi wurde 
dreimal wiederholt, um méiglichst alles Lysin als Pikrat zu 
gewinnen. Aus dem Pikrat wurde nach der bekannten Formel 
der Lysinstickstoff berechnet (Minimalzahl). 

Der Stickstoff der freien Aminogruppen wurde in einer 
2°/,igen Lésung des betreffenden Eiweif in Prozenten vom 
Gesamtstickstoff bestimmt, und zwar sowohl mit der Formol- 
titration als auch mit der salpetrigen Saiuremethode. Bei 


letzterer wurde jeweils '/, Stunde lang geschiittelt, weil 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, OX. 17 
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nach den Angaben van Slykes’) zu erwarten war, da dann 
alle freien Aminogruppen reagieren, auch die endstindige 
des Lysins. 


Arachin aus Arachis hypogaea. 
Es wurden 40 g Arachincarbonat hydrolysiert. 








gefundener Stickstoff 


Fraktion absoluter Wert) Prozente vom 
in g Gesamt-N 





ee 6. s&s gee aS 6,335 100,00 


N der im BaSO,-Niederschlag zuriick- 
gehaltenen Substanzen + Amid-N_. 0,858 13,60 


N der durch Silber und Baryt fallbaren 
Pe yy eS ee SR 1,807 28,53 


N der dabei nicht gefillten Substanzen 3,703 58,41 


N der durch Phosphorwolframsiure nicht 
gefallten Substanzen . .,.... 3,269 51,55 


N der durch Phosphorwolframsaure ge- 
fillten Substanzen (Maximalwert fir 
DO se 5 8 SS Sw Me we 8 0,433 | 6,86 





N aus Lysinpikrat (Minimalwert fiir Lysin) 0,140 | 2,21 





Der freie Aminostickstoff des Arachins betrigt 
8,56°/,, also etwas mehr als der Lysinstickstoff?). 





1) Journ. of biol. Chem. Bd. 10, S. 15 (1911). 

2) Carl O. Jones und D. Breese Jones haben Arachin nach dem 
van Slykeschen Verfahren untersucht und fanden fiir den Lysinstick- 
stoff 5,22°/,. Journ. of. Biol. Chem, Bd. 30, 8S. 33—38, zit. nach Chem. 
Zentralbl. 1918 I, S. 273. ' 
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Glycinin (von Soja hispida) 


30 g von aus Sajamehl hergestelltem 


Glycinin werden hydrolysiert. 








Fraktion 








Gesamtstickstoff . 


N der im BaSO,-Niederschlag zuriick- 
gehaltenen Substanzen + Amid-N 


N der durch Silber und Baryt fallbaren 
Substanzen . oe 4 


N der dabei nicht gefillten Substanzen 


N der durch Phosphorwolframsiure nicht 
fillbaren Substanzen .. . 


N der durch Phosphorwolframsaure ge- 
fallten Substanzen (Maximalwert des 
Lysins) 


N des Lysinpikrates (Minimalwert) . 


Der freie Aminostickstoff des 
Formoltitration 6,15, nach der 
7,9°/, vom Gesamtstickstoff, also 
des Lysinstickstoffs’). 





Stickstoff 
absoluter Wert) Prozente vom 

in g Gesamt-N 

| 
5,152 100,00 

| 
1165 | 2261 
0.9513 | 18,46 
2961 | 57,48 
2,601 | 50,48 

| 
0.2975 | 5,774 
01681 3,338 





Glycinins betrigt nach der 
van Slykeschen Methode 
ungefihr das Doppelte 


Gelatine (1. Versuch). 
50 g reinste Handelsgelatine werden hydrolysiert. 




















Stickstoff 
Fraktion absoluter Wert| Prozente vom 
in g Gesamt-N 
Gesamtstickstoff . 7,41 100,00 
N der im BaSO,-Niederschlag zurtick- 
gehaltenen Substanzen -+ Amid-N 0,45 7,33 





") Nach Osborne betrigt der Lysinstickstoff des Glycinins 2,98°/, 
(berechnet nach den Angaben Osbornes iiber die Glycininanalyse in den 


Ergebn. d. Physiol., Bd. 10, S. 131 [1910}). 








K. Felix, 








rn 


Stickstoff 


absoluter W ert | Prozente vom 
in g Gesamt-N 





N der durch Silber und Baryt fillbaren 
Gubeieemen . . ww lt kt lw lt 1,390 


N der dabei nicht gefillten Substanzen 5,910 


N der durch Phosphorwolframsaure nicht 
gefillten Substanzen ..... . 4,88 


N der durch Phosphorwolframsiure ge- 
fallten Substanzen (Maximalwert des 
REY 8 oe ee oe ee 0,852 


N des Lysinpikrates (Minimalwert) . . 0,2665 








Gelatine (2. Versuch), 
10 g derselben Gelatine werden hydrolisiert. 








Stickstoff 
Fraktion absoluter Wert! Prozente vom 
in g Gesamt-N 


- 


CORRE «wk we tt 1,694 | 100,00 








N der im BaSO,-Niederschlag zuriick- 
gehaltenen Substanzen -+- Amid-N . 0,254 14,99 


N der durch Silber und Baryt fallbaren 
Pe sa ewe ee ee 0,307 17,71 


N der dabei nicht gefallten Substanzen 1,14 67,3 


N der durch Phosphorwolframsiure nicht 
gefillten Substanzen ...... 1,059 62,5 


N der durch Phosphorwolframsiaure ge- 
faillten Substanzen (Maximalwert des 
re ee ee ee 0,1176 6,95 


N des Lysinpikrates (Minimalwert) . . 0,04459 2,693 








Der freie Aminostickstoff der Gelatine betrigt nach der 
Formoltitration 2,67°/,, nach der van Slykeschen Methode 











or 
le 





Uber die Beziehung der freien Aminogruppen zum Lysingehalt usw. 2927 


5,2°/, vom Gesamtstickstoff, im ersten Fall also ungefahr 
ebensoviel als Lysinstickstoff, im zweiten Fall un- 
gefiihr das Doppelte. 

Aus vorliufigen Versuchen iiber den formoltitrierbaren 
Stickstoff der gesamten durch Phosphorwolframsaure gefallten 
Substanzen, die beim Arachin und bei der Gelatine angestellt 
wurden, scheint hervorzugehen, dafi der formoltitrierbare 
Stickstoff nicht gleich dem Gesamtstickstoff dieser Fraktion 
ist, dafi also der Stickstoff der durch Phosphorwolframsaure 
gefallten Substanzen nicht nur vom Lysin herriihrt, und neben 
ihm noch andere Substanzen in der Fraktion vorhanden sein 
miissen. Es sei daran erinnert, dafi Kossel') schon hervor- 
gehoben hat, es sei nicht anzunehmen, daf} die durch Phos- 
phorwolframsaure gefillten Substanzen aus Lysin allein be- 
stehen. Damit kénnten auch die hohen Werte, die man mit 
der van Slykeschen Methode erhialt, erklirt werden. Sind 
tatsiichlich im Eiweif} auffer den Hexonbasen und dem Cystin 
noch Substanzen vorhanden, die durch Phosphorwolframsiure 
gefallt werden, so miissen sie bei der Gruppenbestimmung die 
Werte fiir Lysin erhéhen. Es wire hierbei an Phenylalanin 
und Prolin zu denken, die beide mit Phosphorwolframsaure 
aus einer schwefelsauren Lésung gefallt werden, letzteres 
sogar aus ganz verdiinnten Lésungen. Natiirlich sind die 
Werte, die man mit der Kosselschen Methode erhalt, auch 
nicht absolut richtig; sie sind, wie Kossel selbst hervorhob, 
Minimalwerte, geben dafiir aber reines Lysin an. 

Es laBt sich somit die Annahme van Slykes, dafi die 
freien Aminogruppen im unzersetzten Eiweif} genau halb so 
viel Stickstoff enthalten als das im Eiweif} vorhandene Lysin, 
in dieser allgemeinen Form nicht aufrecht halten. Sondern es 
mufi auf die urspriingliche Ansicht Kossels zuriickgegriffen 
werden: daf} lysinfreie Proteine keine freien Aminogruppen 
haben, und dafi bei den lysinhaltigen diejenigen mehr freie 
Aminogruppen haben, welche auch mehr Lysin enthalten. 
Kine gesetzmafige quantitative Beziehung lift sich zwischen 
beiden zurzeit nicht aufstellen. 


') Diese Zeitschrift Bd. 81, 8. 274 (1912), 


